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Die jiingsten Fortschritte in der chemischen Proteinsynthese
erlauben es, auch solche Modifikationen zu studieren, die
nicht durch rekombinante Techniken zuginglich sind."! Die
derzeit leistungsfihigsten Methoden® nutzen die selektive
Verkniipfung von ungeschiitzten oder partiell geschiitzten
Peptiden mit Peptidthioestern. Trotz vieler Verbesserungen
bei den Peptidligationsmethoden werden die bendtigten
Fragmente tiblicherweise stufenweise durch Boc- oder Fmoc-
basierte Festphasenpeptidsynthese aufgebaut. Aufgrund der
Anreicherung von Nebenprodukten sind dadurch héufig nur
Peptide mit bis zu 50 Aminosduren zuginglich. Zusitzliche
Schwierigkeiten bei der stufenweisen Verlingerung von
Glycopeptiden fiithren zu noch kiirzeren Peptiden. Wir haben
eine konvergente Fragmentkondensation entwickelt, die auf
dem Einbau von C-terminalen Pseudoprolinen basiert.”!
Dadurch wird die Kupplung racemisierungsfrei, und es
konnen Einschrankungen in der stufenweisen Synthese von
Peptiden und Glycopeptiden iiberwunden werden.

Im Rahmen der Semisynthese der bovinen Ribonuc-
lease C (RNase C) konnte der Glycopeptidthioester der
RNase 26-39 iiber ein acetyliertes N-Glycan an einem Dop-
pellinker-Harz aufgebaut werden. Die versuchte Verldnge-
rung des Glycopeptids um nur wenige Aminosduren fiihrte
jedoch zu Sequenzfehlern aufgrund von Acetylwanderung
sowie unvollstindigen Kupplungen und Entschiitzungen.™!
Beim Ubergang zu ungeschiitzten Kohlenhydraten kann bei
jeder Peptidverldngerung leicht eine zusitzliche O-Acylie-
rung eintreten.”) Um diese Nebenreaktionen zu umgehen,
haben wir konvergente Fragmentkupplungen an der Fest-
phasel® zur Verlingerung von Glycopeptiden mit unge-
schiitzten Zuckern untersucht. Ein gravierender Nachteil von
Fragmentkupplungen ist die Racemisierung des C-Terminus
der aktivierten Peptide, was durch Mikrowelleneinsatz noch
verstirkt wird” und sichere Kupplungen nur bei C-termina-
lem Glycin, Prolin®® oder O-Acylisopeptiden!® zuldsst. Die
kommerziell erhéltlichen Pseudoprolindipeptide werden
hdufig als Loslichkeitsverbesserer in Peptidsynthesen einge-
setzt, da sie racemisierungsfrei gekoppelt werden kénnen.”!
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Daher versuchten wir diese Eigenschaften auch bei Frag-
mentkupplungen einzusetzen, um so auch die hiufigen
Aminoséduren Serin und Threonin als sichere Kupplungstellen
zu nutzen. Die schwierige Sequenz des Glycopeptidthioesters
der RNase 1-39 sollte durch drei Fragmentkupplungen an der
Festphase aufgebaut werden (Schema 1).

Uberraschenderweise wurde der Vorschlag von Mutter
et al., Pseudoproline auch fiir Fragmentkupplungen einzu-
setzen,” bisher nur an drei Stellen kurz erwihnt.'” In einer
Modellsynthese von Fragment B (Schema 1) wurde das
Pseudoprolindipeptid ~ Fmoc-Lys(Boc)-Ser(W™™pro)-OH
(1a) mit dem Tritylharz 2 verkniipft. Die Verldngerung nach
iiblichen Fmoc-Bedingungen (Piperidin/NMP; TBTU) fiihrte
zu Fragment B, allerdings in sehr niedriger Ausbeute.

Die Bestimmung des Fmoc-Gehalts in Kombination mit
einem quantitativen Ninhydrintest zeigte, dass ein Peptid-
verlust bereits vor der Verldngerung zum Tripeptid auftrat.
Eine HPLC-MS-Analyse der Abspaltlosung deutete auf die
Bildung des Diketopiperazins 3 hin (Schema 2), das isoliert
und strukturell durch NMR-Spektroskopie bestitigt wurde
(sieche Hintergrundinformationen). Trotz der geringen Nei-
gung von Tritylestern zur Diketopiperazinbildung wurde der
cis-konfigurierte'! Pseudoprolinester 2b rasch vom Harz
durch intramolekulare Cyclisierung abgespalten.

Daher wurde die Fmoc-Abspaltung und die Peptidbela-
dung des Harzes bei unterschiedlichen Abspaltbedingungen
iber freie Aminogruppen quantifiziert. Dazu musste zu-
néchst das Dipeptid vom Harz abgespalten werden, da unter
den Bedingungen des Ninhydrintests bereits die Diketopi-
perazinbildung eintrat (Hintergrundinformationen, Sche-
ma S1).

Die Fmoc-Abspaltung und die darauffolgende Cyclisie-
rung hingen vom Linker und den Abspaltbedingungen ab.
Am Trityllinker wurde das Pseudoprolindipeptid bereits nach
15 min in Gegenwart von 20% Piperidin/NMP vollstindig
abgespalten (Schema S2). Die gleichen Bedingungen ergaben
am 2-Cl-Trt-Anker!'” eine verzogerte Diketopiperazinbil-
dung und Fmoc-Abspaltung (durch LC-MS zusitzlich besté-
tigt). Die Verwendung von 50% Piperidin beschleunigte
beide Reaktionen, was jedoch zu einem sehr engen Zeit-
fenster fithrte. Mit DBU oder 1-Methylpyrrolidin!"* wurde
hauptsidchlich die Diketopiperazinbildung verlangsamt,
wobei die besten Resultate mit DBU/HOBt!" erhalten
wurden.

Fragment B wurde daher an 2-Cl-Trt-Harz 4 aufgebaut
(Schema 3). Nach der Entschiitzung von 4a mit DBU/Pipe-
ridin/DMF (2:2:96) wurde die dritte Aminosdure gekuppelt.
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Schema 1. Retrosynthese des Glycopeptidthioesters der RNase 1-39 tiber Fragmente mit C-terminalem Pseudoprolin. Fmoc = 9-Fluorenylmeth-

oxycarbonyl, Boc = tert-Butyloxycarbonyl, PG = Schutzgruppe.
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Schema 2. Tertidre Pseudoprolindipeptidester (2b) werden als Diketo-
piperazin (3) abgepalten. DIPEA = Diisopropylethylamin

BOCHN

Die folgende Entschiitzung wurde mit 50% Piperidin und
verldngerter Abspaltungszeit durchgefithrt, um noch ver-
bliebenes Pseudoprolindipeptid vollstindig abzuspalten
(Schema S2). Durch den Einbau von Norleucin anstatt Me-
thionin wurde die Bildung von Sulfoxiden verhindert.l! Nach
der Peptidverldngerung wurde das Fragment 5 vom Harz
durch 20 % AcOH/CH,(CI, abgespalten, ohne das C-terminale
Pseudoprolin zu 6ffnen. Eine Reinigung durch Gelfiltration
ergab das Fragment 5 in 23 % Ausbeute.
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Das Fragment RNase 17-22 (6) wurde analog aufgebaut.
Durch Flashchromatographie konnte ein Nebenprodukt mit
einem zusitzlichen Alaninrest entfernt und eine Ausbeute
von 25 % erzielt werden.

Das 16-mer D wurde zunéchst an 2-CI-Trt-Polystyrolharz
4 aufgebaut. Das hydrophobe Peptid konnte jedoch nicht
unter milden Bedingungen abspalten werden, und stirker
saure Bedingungen fiihrten zu einer Offnung des terminalen
Pseudoprolins. Da hydrophilere Varianten des 2-Cl-Trt-
Harzes nicht kommerziell erhiltlich waren, wurde Chem-
Matrix-Harz 7 mit dem 2-Cl-Trt-Linker 8 verkniipft und nach
der Aktivierung zum Bromid mit 1b gekuppelt.'”] Die Fmoc-
Entschiitzung von 10 mit DBU-HOBEt lief3 sich durch einen
Waschschritt mit 0.5 % HOBt weiter verbessern. Das hydro-
phobe Fragment konnte gut vom hydrophilen Harz abspalten
werden und ergab 40% Ausbeute nach Gelfiltration. Erst
durch den Einbau des internen Pseudoprolins zeigte das
Fragment 11 eine gute Loslichkeit in Acetonitril-Wasser."

Das Glycopeptid RNase 33-39 (A) wurde an einem
Doppellinker-PEGA-Harz wie beschrieben aufgebaut.! Eine
Desacetylierung des GlcNAc-Rests mit verdiinntem Hydra-
zinhydrat!' fiihrte zu Glycopeptidharz 12. Die drei Verlin-
gerungen mit den Fragmenten §, 6 und 11 wurden mit jeweils
zwei Aquivalenten an Pseudoprolinpeptid und PyBOP in
NMP durchgefiihrt und ergaben einen vollstdndigen Umsatz
nach 1d bei Raumtemperatur oder nach 1 h im Mikrowel-
lenreaktor”'”l bei 55°C (Schema 4). Eine Epimerisierung
konnte bei keiner der Kupplungsreaktionen gefunden
werden. Nach der ersten und zweiten Kupplung war die
Reinheit der Glycopeptide sehr hoch (Abbildung S5, S6).
Erst nach der letzten Fragmentkupplung konnten im HPLC-

www.angewandte.de

Chemie

6531


http://www.angewandte.de

Zuschriften

6532

BocHN

OH
tBuO. O=!
)\r ( ) rs I_\
FmocHN F HN
r o ?/ BocHN
D O e,
’BL'O)\I( DIPEA, CH,Cly DIPEA, CH,Cly
Zae
FmocHN FmocHN
b a 4
1. Fmoc-SPPS 1. Fmoc-SPPS
2. HFIP (15 %) / CHoCly 2. AcOH (20 %) / CH,Cl,
QiBu NHDmep JOH
BuQ. rBuO OtBu 5 5 o & T,
H H H I\
m)\(\)k J\r J* j\r vy Fm"‘;”“g(”‘z)kﬁ Y Y Y be
F T 6 .
\Ol‘Bu 2 O st l
NHDmcp TrHNT S0
6 5
Chem Chem Chem
i ST
HzN_o Matrix o o Matrix o Q Matrix
NH NH
HCTU, Q
CI-HOBt O 1. AcBr, CH5Cl»
Q DIPEA 2. 1b, DIPEA, CH.CI,
lllﬂ — - CIHO —_— Cl o} [lli
9 tBuO. O" 10
CIHG O j\r
FmocHN T 1. Fmoc-SPPS
2. TFA (1 %)/ CH.Cl>

BocHN

BuO._0 NHDmcp.

55, »\AME ya

O OtBu
NH
NHBoc
BocHN

!‘BuO O={
\)k )\[( ™,
HN N>T" By
be’gNH
1

Schema 3. Synthese der Peptidylsiuren 5, 6 und 11. DMF = N,N-Dimethylformamid, DIC = N,N'-Diisopropylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxy-
benzotriazol, NMP = N-Methylpyrrolidon, HFIP = 1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropylalkohol, Trt = Trityl, Dmcp = Dimethylcyclopropyl, HCTU =
N-[(1H-6-Chlorobenzotriazol-1-yl)-(dimethylamino) methylen]-N-methylmethanaminium-tetrafluoroborat-N-oxid, Pbf = 2,2,4,6,7-Pentamethyl-2,3-di-

hydro-1-benzofuran-5-sulfonyl, TFA = CF;COOH.

Chromatogramm Deletionssequenzen gefunden werden, die
aus Verunreinigungen des Fragments 11 stammten (Sche-
ma S7). Das Glycopeptid RNase 1-39 (13) wurde am Safety-
Catch-Linker mit TMS-Diazomethan alkyliert" und ergab
nach Thiolyse und Entschiitzung den gewiinschten Thioester
der RNase 1-39 (15) in 23 % Ausbeute nach HPLC-Reini-
gung. Bei der GC-MS-Aminosdureanalyse (Hintergrundin-
formationen) des Thioesters 15 wurde nur 0.1% D-Ser ge-
funden, wodurch sichergestellt werden konnte, dass die
Pseudoprolin-basierte Segmentkondensation selbst unter
Mikrowellenbedingungen (55°C) racemisierungsfrei ablauft.
Bereits unter konventionellen Segmentkupplungsbedingun-
gen neigt Serin ohne C-terminales Pseudoprolin zu deutlicher
Racemisierung.'”!

Die Fragmentkupplungen mit C-terminalem Pseudopro-
lin wurden auf Glycopeptide mit einem ungeschiitzten Oli-
gosaccharid iibertragen. Dazu wurde Glycopeptid 16 wie
beschrieben aufgebaut (Schema 5).*1 Die Segmentkupplun-
gen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, da die Ver-

www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

langerung mit dem kiirzesten Fragment auch zu O-Acylie-
rung des Zuckers fithrte (Abbildung S10). Die voriiberge-
hende O-Acylierung konnte vor der Fmoc-Abspaltung am
Harz'! durch Hydrazinhydrat riickgéingig gemacht werden.
In Anwesenheit des ungeschiitzten Nonasaccharids gestaltete
sich die selektive N-Alkylierung des Safety-Catch-Linkers
aufgrund der geringen Loslichkeit des Glycopeptids 17
schwierig. Trotz unvollstandiger Aktivierung des Linkers und
geringer O-Alkylierung des Zuckers konnte der Nona-
saccharidglycopeptid-Thioester 19 in 9% Ausbeute nach
Entschiitzung und HPLC-Reinigung erhalten werden.
Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Aktivierung des
Safety-Catch-Linkers wurde eine alternative Synthese von 19
an 2-CI-Trt-ChemMatrix-Harz 9 durchgefiihrt (Schemata S5,
S6, S7). Hierbei war die Kupplung der Glycosylaminoséure 24
und der Fragmente fast quantitativ, und die geringe O-Acy-
lierung (Abbildung S16, S18) konnte durch Hydrazinolyse
entfernt werden (Schema S17, S19). Das geschiitzte Glyco-
peptid RNase 1-39 wurde vom Harz 23 durch verdiinnte TFA
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Schema 4. Synthese des Thioesters der RNase 1-39 (15): a) Kupplung: Peptid 5, 6 oder 11, PyBOP, DIPEA (je 2 Aquiv.) in NMP, uW (55°C,
2x30 min); Entschiitzung: 20% Piperidin/NMP, PyBOP = Benzotriazolyl-1-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat.

abgespalten und anschliefend in situ zum Thioester umge- Methode sollte auch die Synthese von Peptiden vereinfachen,
setzt (Schema S7).”! Nach Entschiitzung und HPLC-Reini-  die nicht direkt durch Ligationsstrategien zuginglich sind.
gung konnte die Ausbeute des Thioesters der RNase 1-39
(19) signifikant gesteigert werden (13%). Eingegangen am 19. Februar 2011

Es konnte eine einfache Synthese von Peptidfragmenten ~ Online verdffentlicht am 31. Mai 2011
mit C-terminalem Pseudoprolin an der Festphase entwickelt
werden. Mit diesen Peptiden gelingen robuste und racemi-
sierungsfreie Fragmentkupplungen an Serin und Threonin,
was mit der konvergenten Synthese von anspruchsvollen | Stichwérter: Festphasensynthese - Fragmentkupplungen -
Glycopeptidthioestern an der Festphase gezeigt wurde. Diese ~ Glycopeptide - Peptidsynthese - Ribonuclease
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Schema 5. Synthese des Thioesters der RNase 1-39 (19): a) Entschiitzung: 20% Piperidin/NMP; b) Kupplung: Peptid 5, 6 oder 11, PyBOP,

DIPEA (je 2 Aquiv.) in NMP, 24 h
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